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Abstract of EP 0988859 (A1) 

An enzyme (I) selected from lipoxygenases, protein disulfide isomerases, phenol oxidases and 
peroxidases, lysyl oxidases, protein disulfide reductases, tyrosine oxidases or sulfhydryl oxidases is 
used to formulate compositions containing active ingredients. Independent claims are also included for 
the following: (1) a process for producing compositions in which one or more active ingredients are 
surrounded by at least one layer, where at least part of at least one layer comprises a protein that has 
been crosslinked with (I). (2) a composition in which at least part of at least one layer surrounding one or 
more active ingredients comprises a protein that has been crosslinked with (I); (3) an isolated protein 
comprising at least one of amino acid sequences (ll)-(XIII): (a) G(S)(C)Q(C)KTNEKVNIEAPKPNI(C)DT 
(L)(S) (b) E Y P (C) A P DWY N TK (c) GGTYSTVTQNPTLNR (d) DYNIMPGGGXVHR (e) 
ATGGTYSTVXAQN (f) APETENNAR (g) GPL(P)VNE(E)TTIEPLSFYNT (h) 
IYELSLQELIAEYGSDDPNNQHTFYSDI (i) DNVDDLSCTIIQR 0) VAPETENCAR (k) 
NVDVEYPCAPGWYNTK (I) GYPNAEY(S)LDF/ER, in which lysine epsilon -amino groups are optionally 
oxidized to aldehyde groups; and (4) a food or animal feed containing the composition of (2). 
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(54) Wirkstoflzubereitungen sowie ein Verfahren zu deren Herstellung 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft Wirkstoffzu- 
bereitungen, bei denen ein Oder mehrere Wirkstoffe von 
mindestens einer Schicht Oder Teile einer Schicht aus 
einem Protein umgeben sind, das mit einem Enzym 
ausgewahlt aus der Gruppe der Lipoxygenase^ Pro- 
teindisulfidisomerasen, Phenoloxidasen, Lysyloxida- 
sen, Proteindisulfidreduktasen oder Sulfhydryloxidasen 
quervernetzt wurde. 

AuRerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung von Wirkstoffzubereitungen, in denen ein 
oder mehrere Wirkstoffe von mindestens einer Schicht 
umgeben sind, dadurch gekennzeichnet, daG minde- 
stens eine der den oder die Wirkstoffe umgebenden 
Schichten oder Teile dieser Schichten aus einem Pro- 
tein bestehen, das mit einem Enzym ausgewahlt aus 
der Gruppe der Lipoxygenasen, Proteindisulfidisomera- 
sen, Phenoloxidasen, Lysyloxidasen, Protieindisulfidre- 
duktasen oder Sulfhydryloxidasen quervernetzt wurde 
sowie die Verwendung der genannten Enzyme zur For- 
mulierung von Wirkstoffen. 

Weiterhin betrifft die Erfindung Lebensmittel, Fut- 
termittel oder pharmazeutische Zubereitungen enthal- 
tend die erfindungsgema&e Wirkstoffzubereitung sowie 
das Enzym Lysyloxidase. Im Besonderen betrifft die 
Erfindung Trockenpulver, die Vitamine, Enzyme, 
Lebensmittel- und Futtermittelzusatzstoffe, wie z.B. 
Carotinoide enthalten. AuGerdem konnen noch ver- 
schiedene Zusatzstoffe eingebettet sein. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Wirkstoffzubereitungen, bei denen ein oder mehrere Wirkstoffe von minde- 
stens einer Schicht oder Teilen einer Schicht aus einem Protein umgeben sind, das mit einem Enzym ausgewahlt aus 
5 derGruppederLipoxygenasen, Proteindisulfidisomerasen, Phenoloxidasen, Lysyloxidasen, Proteindisulfidreduktasen, 
Tyrosinoxidasen oder Sulfhydryloxidasen quervernetzt wurde. 

[0002] AuBerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von Wirkstoffzubereitungen, in denen ein oder 
mehrere Wirkstoffe von mindestens einer Schicht umgeben sind, dadurch gekennzeichnet, daG mindestens eine der 
den oder die Wirkstoffe umgebenden Schichten oder Teiledieser Schichten aus einem Protein bestehen, das mit einem 
io Enzym ausgewahlt aus der Gruppe der Lipoxygenases Proteindisulfidisomerasen, Phenoloxidasen, Lysyloxidasen, 
Proteindisulfidreduktasen, Tyrosinoxidasen oder Sulfhydryloxidasen quervernetzt wurde sowie die Verwendung der 
genannten Enzyme zur Formulierung von Wirkstoffen. 

[0003] Weiterhin betrifft die Erfindung Lebensmittel, Futtermittel oder pharmazeutische Zubereitungen enthaltend die 
erfindungsgemaBe Wirkstoffzubereitung sowie das Enzym Lysyloxidase. Im Besonderen betrifft die Erfindung Trocken- 
15 pulver, die Vitamine, Enzyme, Lebensmittel- und Futtermittelzusatzstoffe, wie z.B. Carotinoide enthalten. AuGerdem 
konnen gegebenenfalls noch verschiedene Zusatzstoffe eingebettet sein. 

[0004] Pulverformige Wirkstoffzubereitungen wie Vitamin- und Carotinoid-Praparate sind allgemein bekannt und wer- 
den in der pharmazeutischen Industrie sowie in der Nahrungs- und Futtermittelindustrie in groBem Umfang verwendet. 
In der Literatur werden viele Verfahren zur Herstellung geeigneter Praparate beschrieben. 
20 [0005] Zur Herstellung von pulverformigen Zubereitungen, in denen oxidationsempfindliche Stotfe wie ollosliche Vit- 
amine oder Carotinoide gegen oxidative Einflusse geschutzt werden sollen, werden verschiedene Herstellveriahren, 
insbesondere Spruhverfahren beschrieben. 

[0006] In der deutschen Patentschrift 1 035319 wind beschrieben, wie eine Dispersion eines oligen Vitamins in einen 
hohen UberschuB von pulverformiger Starke mit einem geringen Feuchtegehalt (unter 8 %) verspriiht wird. Durch das 
25 trockene Starkepulver wird den verspruhten Partikeln Wasser entzogen. Hierdurch erstarren sie, wobei eine groGe 
Menge der Starke an der Oberflache der Partikel haften bleibt. AuGerdem muR der uberschussige Starkeanteil abge- 
trennt und anschlieGend wieder dem ProzeB zugefuhrt werden. 

[0007] In der schweizerischen Patentschrift 488 455 wird dargelegt, daG als Puderungsmittel ein Gemisch aus anor- 
ganischen Substanzen eingesetzt wird, das aus wasserabweisenden und wasserabsorbierenden Substanzen besteht. 
30 Hierdurch soil die Explosionsgefahr, die durch die trockene, feinverteilte Starke besteht, vermieden werden. 

[0008] Aus der schweizerischen Patentschrift 389 505 ist bekannt, daG die Dispersion des Wirkstoffs in ein gekuhltes, 
gasformiges Medium verspruht wird, in dem die verspruhten Partikel durch Abkiihlung erstarren. Fur diesen ProzeG 
werden Fallhdhen von bis zu 15 m benotigt, auGerdem miissen die Temperaturen deutlich unter Raumtemperatur 
gehalten werden. 

35 [0009] Eine weitere Methode zur Verfestigung der verspruhten Partikel kann auch durch Auffangen in einem Pulver, 
das aus Metallsalzen hoherer Fettsauren besteht, erfolgen. Dieses Verfahren wird in der schweizerischen Patentschrift 
431 252 beschrieben. 

[0010] Eine alternative Methode zur Herstellung von wirkstoffhaltigen, stabilen Zubereitungen wird in der europai- 
schen Patentschrift EP-A-0 618 001 beschrieben. Hier erfolgt die Herstellung der kugelformigen Partikel, die eine Ein- 

40 bettung des Wirkstoffs in einem Gemisch aus verschiedenen Tragersubstanzen darstellen, indem man zunachst durch 
kontrollierte Teilung Kugelchen aus einer primaren OI-in--Wasser-Emulsion bildet, die aus der Zugabe von Wirkstoffen, 
olformigen Stoffen, Proteinen und Wasser zum einem nicht mit Wasser mischbaren Losungsmittel besteht, und 
anschlieBend die erhaltenen Kugelchen abtrennt. Fur die Herstellung der Kugelchen ist ein spezielles Mischsystem 
erforderlich. Die hierbei erhaltenen Partikel werden anschlieBend mit einem Aldehyd, beispielsweise Acetaldehyd, 

45 Glutaraldehyd oder Glyoxal nachbehandelt, wodurch eine chemische Vernetzung, die sich auch in der Wasserunlos- 
lichkeitdes erhaltenen Materials ausdruckt, und damit eine zusatzliche Stabilisierung des Wirkstoffs erreicht wird. 
[0011] In der amerikanischen Patentschrift 4 670 247 wird eine weitere Methode zur Herstellung von vernetzten Par- 
tikeln beschrieben. Hierzu wird zunachst eine Emulsion, die im wesentlichen aus einem olloslichen Vitamin, einem 
Schutzkolloid wie z.B. Gelatine und einem reduzierenden Zucker besteht, durch einen Spruh- und TrocknungsprozeB 

so in pulverformige Partikel uberfuhrt. Diese Partikel werden anschlieBend in einem thermischen ProzeB bei Temperatu- 
ren zwischen 105 und 180°C behandelt. In einer Maillard-Reaktion zwischen den Aminogruppen der Proteine und den 
Oxo-Gruppen der reduzierenden Zucker wird dabei eine Wasserunloslichkeit der Trockenpulverpartikel erzielt, die 
durch eine Vernetzung der Matrixbestandteile erreicht wird. 

[0012] In EP 782883 werden eBbare Mikrokapseln beschrieben, die eine Kapselwand enthalten, die durch Aussalzen 
55 des Proteins mit einem eBbaren Salz und Vernetzung der Kapselwand mit Transglutaminase hergestellt werden. Nach- 
teilig bei dieser Methode ist, daG sie nicht breit anwendbar ist. So ist die Transglutaminase beispielsweise fur Spruhtar- 
mulierungen ungeeignet, da sie verspruhte und getrocknete Wirkstofformulierungen nicht mehr richtig quervernetzten 
kann und so die Wirkstoffe wahrend der Lagerung schon einem verstarkten Abbau ausgesetzt sind. Wartet man bis die 
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Quervernetzung durch die enzymatische Aktivitat abgeschlossen ist, so lassen sich die Formulierungen nicht mehr ver- 
spruhen. 

[0013] Wenn oxidationsempfindliche Verbindungen, in diesem Falle insbesonderefettlosliche Vitamine und Carotino- 
ide, mit Luft in Kontakt kommen, erfolgt eine Umsetzung mit Sauerstoff, die zu einem Wirkstoffverlust durch Umsetzung 

5 zu ungewunschten Verbindungen fiihrt. Urn diese Oxidation zu verhindern, kann man zum Beispiel bestimmte Zusatze 
den Zubereitungen hinzufiigen, die durch Umsetzung mit reaktiven Gruppen der Proteine diese wiederum weniger 
durchlassig fur Sauerstoff machen und dadurch den Wirkstoffen einen stabilisierenden Schutz verleihen. Dies kann 
beispielsweise dadurch geschehen, daB durch Umsetzung von Proteinen mit reduzierenden Zuckern im Sinne einer 
Maillard-Reaktion die Loslichkeit der Proteine in Wasser verhindert wird. Weiterhin kann durch Umsetzung der Proteine 

10 mit Aldehyden eine Vernetzung erreicht werden, die ebenfalls der Tragermatrix eine erhohte Stabilitat verleiht. 

[0014] Diese Verfahren zeigen jedoch bestimmte Nachteile, die es wunschenswert erscheinen lassen, nach verbes- 
serten Stabilisierungsverfahren zu suchen. So bedeutet die Anwendung einer Maillard-Reaktion zwischen einem Pro- 
tein und reduzierenden Zuckern in jedem Falle eine thermische Belastung und damit zumindest in einem geringen 
MaBe einen Abbau des Wirkstoffs. AuBerdem neigen die Produkte zu einer braunlichen Farbung. Ein Verfahren zur 

15 Formulierung von Wirkstoffen uber Maillard-Reaktion ist beispielsweise der Patentanmeldung EP-A-0 547 422 zu ent- 
nehmen. 

[0015] Von Nachteil bei der Verwendung von chemischen Agentien wie Aldehyden oder Sauren wie Tanninsaure als 
Vernetzungsmittel ist, daB zur Vernetzung hochreaktive und gesundheitlich nicht unbedenkliche Zusatzstoffe einge- 
setzt werden. Die Produkte, die nach diesen Verfahren hergestellt werden, finden beim Verbraucher nur bedingt unum- 
20 schrankte Akzeptanz. 

[0016] Es war daher die Aufgabe der Erfindung ein leichtes, kostengunstiges, breit anwendbares Verfahren zur For- 
mulierung von Wirkstoffen zu entwickeln, das die oben genannten Nachteile nicht aufweist. 

[0017] Diese Aufgabe wurde durch das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung von Wirkstoffzubereitungen, in 
denen ein oder mehrere Wirkstoffe von mindestens einer Schicht umgeben sind, dadurch gekennzeichnet, daB minde- 
25 stens eine der den oder die Wirkstoffe umgebenden Schichten oder Teile dieser Schichten aus einem Protein beste- 
hen, das mit einem Enzym ausgewahlt aus der Gruppe der Lipoxygenasen, Proteindisulfidisomerasen, 
Phenoloxidasen und Peroxidasen, Lysyloxidasen, Proteindisulfidreduktasen, Tyrosinoxidasen oder Sulfhydryloxidasen 
quervernetzt wurde, gelost. 

[0018] Die chemische Funktion dieser Enzyme im Stotfwechsel bzw. ihre chemische Reaktion ist beispielsweise den 
30 Schriften von Green etal. (Biochem. J. 1983,211, 481 -493), Kaganetal. (Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 5, 1991,206 
-210), Haywood etal. (Biochem. J., 1981, 199, 187 -201) oder Matheis et al. (J. Food Biochem. 11, 1987, 309-327) 
zu entnehmen 

[0019] Durch die vorteilhafte enzymatischen Vernetzung im erfindungsgemaBen Verfahren wird sowohl eine thermi- 
sche Belastung der Wirkstoffe wie bei der thermischen Vernetzung der Protein/Zuckerschicht und ein damit verbunde- 

35 nes Braunen der Wirkstoffformulierungen uber die Maillardreaktion sowie die Verwendung reaktiver chemischer 
Substanzen wie Aldehyde vermieden. Die Maillardreaktion bei der thermischen Vernetzung fuhrt zu einer Verknuplung 
von reduzierenden Zuckern mit den freien Aminogruppen der Proteine oder sonstigen freien Aminogruppen und damit 
zu einer Stabilisierung der Wirkstofformulierungen. Bei der Verwendung von chemischen Verbindungen zur Vernetzung 
der Proteine bilden sich Brucken zwischen den Aldehyden in der Regel den Dialdehyden und den Aminogruppen der 

40 Proteine oder sonstigen Aminogruppen aus. Im erfindungsgemaBen Verfahren werden die Proteine direkt beispiels- 
weise uber in den Proteinen oder Lipoproteinen vorhandenen Fettsaureresten, uber Cyctein-Cysteinbrucken (= Cystin- 
brucken), uber Michaeladditionsprodukte oder uber die Bildung von Aldehyden aus Lysin mit anschlieBender 
Vernetzung uber freie Aminogruppen vernetzt. 

[0020] Dies fiihrt zu den neuen erfindungsgemaBen Wirkstoffzubereitungen enthaltend mindestens eine einen oder 
45 mehrere Wirkstoffe umgebende Schicht oder Teile einer Schicht aus einem Protein, das mit einem Enzym ausgewahlt 
aus der Gruppe der Lipoxygenasen, Proteindisulfidisomerasen, Phenoloxidasen und Peroxidasen, Lysyloxidasen, Pro- 
teindisulfidreduktasen, Tyrosinoxidasen oder Sulfhydryloxidasen quervernetzt wurde. Diese erfindungsgemaBen Wirk- 
stoffzubereitungen weisen bei einer guten Stabilitat keine braunliche Farbung auf und enthalten keine chemischen 
Vernetzer. 

so [0021 ] Als Wirkstoffe im erfindungsgemaBen Verfahren oder in den erfindungsgemaBen Wirkstoffzubereitungen sind 
prinzipiell alle in der Pharmazie, Human- oder Tierernahrung verwendeten Wirkstoffe geeignet. Bevorzugte Wirkstoffe 
sind Vitamine, Enzyme. Lebensmittel- und Futtermittelzusatzstoffe. 

[0022] Unter Enzymen im erfindungsgemaBen Verfahren oder in den Wirkstoffzubereitungen sind als Wirkstoff 
Enzyme wie z.B. Hydrolasen wie Amidasen, Proteasen, Lipasen, Esterasen, Phospholipasen, p-Glucosidasen, Amyla- 
55 sen, Nitrilasen, Mannanasen, Phytasen oder Xylanasen, Transferasen wie Methyltransferasen oder Amino-transfera- 
sen, Oxidoreduktasen wie Glucoseoxidase oder Isomerasen beispielhaft zu verstehen. 

[0023] Insbesondere sind hydrophobe Wirkstoffe bevorzugt, besonders bevorzugt solche, die leicht oxidierbar sind. 
Solche sind die Vitamine der Gruppen A, D, E und K sowie deren Mischungen speziell den Mischungen mit Carotino- 
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iden und/oder Xanthophyllen. Sie konnen im Rahmen der Erfindung in Form von Vitaminlosungen in Olen, als Prol- 
amine sowie als reine Vitamine naturlichen oder synthetischen Ursprungs eingesetzt werden. Von besonderem 
Interesse sind Praparate von Vitamin D 3p Vitamin K-|, Vitamin A und dessen Derivaten, insbesondere von Vitamin-A- 
Acetat, Vitamin- A- Pal mitat und Vitamin-A-Propionat sowie deren Mischungen. Auch die verschiedenen Vitamin E-Deri- 

5 vatewie Vitamin E-Acetat, Vitamin E-Palmitat sind von Interesse. Bevorzugte Lebensmittel-und Futtermittelzusatzstoffe 
sind Carotine, Xanthophylle und Carotinoide wie p-Carotin undwiez.B.: Astaxanthin, Astacin, Bixin, Norbixin, Capsoru- 
bin, Violaxanthin, Rubixanthin, Rhodoxanthin, Apo-8' -carotinsaureethylester, Neurosporaxanthin, Citranaxanthin, 
Canthaxanthin, Zeaxanthin, p-Apo-4'-carotinal, p-Apo-8-carotinal, p-Apo-12'-carotinal, p-Apo-8'-carotinsaure, Lutein, 
Capsanthin, Lycopin sowie Ester von hydroxy- und carboxyhaltigen Vertretern dieser Gruppe, z.B. die niederen Alkyle- 

w ster wie Methyl- oder Ethylester oder deren Mischungen. 

[0024] Die Anteile an den Wirkstoffen betragen in den erfindungsgemaBen Wirkstoffzubereitungen im allgemeinen 
etwa 1 bis 75 Gew.-%, vorzugsweise 5 bis 50 Gew.-%, besonders bevorzugt 10 bis 35 Gew.-%, bezogen auf die Trok- 
kenmasse der Pulver. 

[0025] Die Anteile an Vitaminen oder Carotinoiden betragen im allgemeinen etwa 5 bis 50 Gew.-%, vorzugsweise 10 
is bis 35 Gew.-%, bezogen auf die Trockenmasse der Pulver. 

[0026] Bevorzugt sind erfindungsgemaGe Verfahren, bei denen eine wirkstoffhaltige Emulsion oder Dispersion in eine 

mit hydrophobierter Kieselsaure beladene Atmosphare, die gegebenenfalls inertisiert sein kann, verspriiht wird. Die 

Atmosphare kann vorteilhaft auch mit einem anderen Puderungsmittel wie einem Mittel auf Basis eines Kohlenhydrats 

wie Starke oder modif izierter Starke beispielsweise Maisstarke beladen sein. 
20 [0027] AuGerdem sind Verfahren bevorzugt, bei denen nach dem Herstellen der Wirkstoffzubereitung beispielsweise 

uber Verspruhen getrocknet wird. Dabei wird bevorzugt bis zu einer Restfeuchte unter 10 Gew.-%, bevorzugt unter 6 

Gew.-% getrocknet. Auch geringere Restfeuchten konnen eingestellt werden. 

[0028] Die Temperatur des erfindungsgemaBen Verfahrens wird im Wesentlichen unter 80°C, bevorzugt unter 60°C, 
gehalten. 

25 [0029] Die Erfindung betrifft auGerdem Wirkstoffzubereitungen erhaltlich nach einem erfindungsgemaBen Verfahren, 
und solche, die als zusatzliches Merkmal den 0,025-fachen bis 4-fachen Gewichtsanteil bezuglich Wirkstoff an Trenn- 
mittel oder Trennmittelgemischen enthalten, sowie Lebensmittel oder Futtermittel enthaltend eine solche Wirkstoffzu- 
bereitung. 

[0030] Bevorzugte Trennmittel sind hydrophobierte Kieselsauren, Maisstarke, durch chemische Behandlung hydro- 
30 phobierte Maisstarke, Metallsalze hoherer Fettsauren und andere pflanzliche Starken oder Mischungen dieser Trenn- 
mittel. Besonders bevorzugt sind Mischungen aus mindestens einem dieser Trennmittel mit weiteren Hilfsstoffen wie 
anorganischen Verbindungen, die als Gleitmittel wirken, wie zum Beispiel Neusilin® oder Zeolex®. 
[0031] Im Fall von hydrophober Kieselsaure liegt der Anteil bezuglich Wirkstoff bevorzugt in einem Bereich zwischen 
0,025 und 0,4, besonders bevorzugt zwischen 0,05 und 0,2. Bei Maisstarke liegt das entsprechende Verhaltnis bevor- 
35 zugt zwischen 0,25 und 2, besonders bevorzugt zwischen 0,5 und 1 ,5. 

[0032] Die erfindungsgemaBen Wirkstoffzubereitungen sind erhaltlich durch Herstellung einer Dispersion enthaltend 
im wesentlichen diese Wirkstoffe, ein Protein und weitere Trager- und Fullstoffe z.B. aus der Gruppe der Kohlenhydrate 
und/oder naturliche oder chemisch modifizierte Starken. Sie kann noch weitere Zusatzstoffe wie Stabilisatoren oder 
Emulgierhilfsmittel enthalten. AuGerdem enthaltsie ein Enzym, das in der Lage ist, auf verschiedene Weise Proteinmo- 
40 lekule miteinander zu verknupfen. Die hierdurch erreichte Vernetzung verleiht dem Protein und damit auch der Matrix, 
in dem die Wirkstoffe eingebettet sind, eine verminderte Wasserloslichkeit und somit eine erhohte Stabilitat. 
[0033] Als Protein im erfindungsgemaBen Verfahren konnen prinzipiell alle Proteine verwendet werden. Bevorzugte 
vernetzbare Proteine sind aus wirtschaftlichen Grunden Gelatine, Kasein, Soja-Protein, Weizenproteine, Mais-Protein 
und Kollagen. 

45 [0034] Bevorzugte vernetzbare Proteine sind alle Formen von pf lanzlichen oder tierischen Proteine wie Gelatine, z.B. 
Knochengelatine, Rindergelatine, Fischgelatine, Milchproteine, wie z.B. Kasein, Sojaproteine, Weizenproteine wie Glu- 
ten, Maisproteine und Kollagene, besonders bevorzugte Proteine sind Gelatine, Milchproteine und Sojaproteine. Unter 
Gelatine im erfindungsgemaBen Verfahren sind alle Formen von Gelatine zu verstehen, egal, ob es sich urn naturliche 
Gelatinen handelt oder urn chemisch modifizierte Derivate. 

so [0035] Fur die Herstellung der Dispersion wird bei dem erfindungsgemaBen Verfahren vorteilhaft Gelatine des A- und 
B-Typs in einem weiten Bloombereich eingesetzt. Mit besonderem Vorteil arbeitet man mit Gelatine mit einem Bloom- 
wert von etwa 50 bis etwa 250. 

[0036] Die Gelatine verwendet man erfindungsgemaG in Mengen von 10 bis 50 Gew.-%, vorzugsweise 15 bis 40 
Gew.-%, insbesondere 20 bis 35 Gew.-%, bezogen auf die Trockenmasse der Wirkstoffzubereitung. 
55 [0037] Vorteilhaft werden den Proteinen zur mechanischen Stabilisierung Weichmacher wie Zucker und/oder Zucker- 
alkohole wie Saccharose, Glucose, Sorbit, Sorbose, Mannit oder Polyole wie Glycerin zugesetzt. 
[0038] Die erfindungsgemaBen vernetzenden Enzyme sind ausgewahlt aus der Gruppe der Lipoxygenases Protein- 
disulfidisomerasen (bevorzugt E.C.-Klasse 5.3.4), Phenoloxidasen (bevorzugt E.C.-Klasse 1.14.) und Peroxidasen ( 
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bevorzugt E.C.-Klasse 1.11), Lysyloxidasen (bevorzugt E.C.-Klasse 1.4.3), Proteindisulfidreduktasen (bevorzugt E.C.- 
Klasse 1.6.4), Tyrcsinoxidasen (bevorzugt E.C.-Klasse 1.14) oder Sulfhydryloxidasen (bevorzugt E.C.-Klasse 1.8.). 
Diese konnen tierischen, pflanzlichen oder mikrobiellen Ursprungs sein. Bevorzugt sind sie mikrobiellen Ursprungs, 
das heiGt aus Eukaryonten wie Pilzen oder Hefen oder Prokaryonten wie grampositiven oder gram-negativen Bakterien 

5 oder Archaebakterien. Bevorzugt werden als Enzym die Lysyloxidasen verschiedenen Ursprungs verwendet. Beson- 
ders bevorzugt werden die Lysyloxidasen aus Hefen wie aus den Gattungen Candida, Hansenula, Pichia, Sporobolo- 
myces, Sporopachydermia, oder Trigonopsis verwendet. Ganz besonders bevorzugt sind Lysyloxidasen aus den 
Gattungen und Arten Candida nagoyaensis, Candida nemodendra, Candida boidinii, Candida lipolytica, Candida stea- 
tolytica, Candida tropicalis, Candida utilis, Hansenula minuta, Hansenula polytnorpha, Pichia pinus, Pichia pastoris, 

10 Sporobolomyces albo-rubescens, Sporopachydermia cereana oder Trigonopsis variabilis. Herausragend geeignet fiir 
das erfindungsgemaBe Verfahren ist die Lysyloxidase aus der Gattung und Art Pichia pastoris. 
[0039] Die erfindungsgemaBe Lysyloxidase von Pichia patoris laBt sich aus der ZellmaBe von Pichia pastoris Zellen 
liber einen ZellaufschluB, der mit ublichen Methoden durchgefiihrt wurde, einer lonenaustauschchromatographie mit 
einer anschlieBenden Molekularsiebchromatographie und abschlieBender nochmaliger lonenaustauschchromatogra- 

15 phie aufreinigen. Mit diesem Reinigungsschema konnte die Lysyloxidase mit einer Reinheit von uber 90 %, bevorzugt 
von uber 95 %, besonders bevorzugt von uber 99 % dargestellt werden. 

[0040] Die aufgereinigte Lysyloxidase wurde einer Proteinsequenzierung nach Ednan unterzogen. Dabei wurde das 
N-terminale Ende sowie verschiedene Peptide, die in einem Verdau mit Trypsin erhalten wurden, bestimmt (siehe Bei- 
spiel 5). 

20 [0041] Die Erfindung betrifft damit ein isoliertes Protein, das mindestens eine der fblgenden Sequenzen enthalt 
eine aminoterminale Sequenz 

G(S)(C)Q(C)KTNEKVNIEAPKPNI(C)DT(L)(S) 

25 

oder Teilsequenzen, die Peptiden des Proteins entsprechen, die nach einem Verdau mit Trypsin erhalten wurden: 

EYP(C)APGVVYNTK 
GGTYSTVTQNPTLNR 
so DYNIMPGGGXVHR 
ATGGTYSTVXAQN 
APETENNAR 

GPL(P)VNE(E)TTIEPLSFYNT 
IYELSLQELIAEYGSDDPNNQHTFYSDI 
35 DNVDDLSCTIIQR 
VAPETENCAR 
NVDVEYPCAPGVVYNTK 
GYPNAEY(S)LDF/ER 

40 und das die e-Aminogruppen des Lysins speziell in einem Protein zu Aldehydgruppen oxidieren kann. Die Buchstaben 
und Zeichen in den oben genannten Sequenzen haben folgende Bedeutung: X ist eine unbekannte Aminosaure, die an 
dieser Position nicht identifiziert werden konnte, die Klammern bedeuten nicht eindeutig ermittelbare Aminosauren, 
wobei die angegebenen Aminosaure, die wahrscheinlich richtige Aminosaure ist, der Schragstrich bedeutet Aminosau- 
realternativen, wobei die Aminosaure vor dem Schragstrich oder die nach dem Schragstrich an der Position richtig sein 

45 kann. Durch die Oxidation der e-Aminogruppen kommt es schlieBlich zur Quervernetzung von Proteinen, wobei Berei- 
che desselben Proteins miteinander vernetzt werden konnen oder verschiedener Proteine. 

[0042] Die Lysyloxidase (= PROTEIN-LYSINE 6-OXIDASE, EC 1.4.3.13 oder LYSYLOXIDASE) speziell die Lysyloxi- 
dase von Pichia pastoris ermoglicht die enzymatische Quervernetzung von Proteinen, wobei als Protein vorteilhaft 
Gelatine verwendet wird. Dabei werden die E-Aminogruppen der Lysine zu Aldehydgruppen oxidiert. Diese Aldehyde 

so konnen dann unter Bildung Schiff'scher Basen mit den Aminogruppen anderen Lysine oder anderen freien Aminogrup- 
pen beispielsweise Aminozuckern reagieren. Ein besonderer technischer Vorteil fiir den Anwender ist die zeitliche Tren- 
nung innerhalb der gesamten Reaktionssequenz, das heiBt, die Bildung der Aldehyde aus den e-Aminogruppen der 
Lysine und die Reaktion der Aminogruppen mit den gebildeten Aldehydgruppen ist zeitlich getrennt. Dies bietet gegen- 
uber beispielsweise der enzymatischen Quervernetzung mit Hilfe der Transglutaminase einen wesentlichen Fortschritt, 

55 da bei dieser Reaktion immer sofort die Vernetzung erfolgt und damit keine zeitliche Trennung in der Enzymreaktion 
und der Vernetzung moglich ist. Diese zeitliche Trennung ermoglicht die vorteilhafte Verwendung der enzymatischen 
Reaktion fiir Verfahren wie zum Beispiel die Herstellung von Wirkstoffzubereitungen uber Spruhtrocknung oder uber 
das sogenannte Mikronisierungsverfahren (siehe EP-A-0 065193). Ein weiterer Vorteil ist die Unbedenklichkeit der 
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gebildeten Molekule, da sie ein naturlicher Bestandteil des Bindegewebes sind (Abbildung 1 und 2). Sie werden dort 
von einer Gewebe-Lysinoxidase erzeugt. 

Abbildung 1: Bildung einer Aldolquerbrucke aus zwei Lysinseitenketten 
[0043] 
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[0044] Die genannten Enzyme konnen in Form der gereinigten Enzyme Oder in Form von Rohextrakten aus naturli- 
chen Quellen wie aus Eukaryonten wie Pilzen, Hefen, tierischen oder pflanzlichen Zellen oder Prokaryonten wie gram- 

50 positiven, gram-negativen Bakterien oder Archaebakterien verwendet werden. Auch ganze Organismen oder Zellen 
konnen fur das erfindungsgemaGe Verfahren verwendet werden, soweitdie Enzyme ins extrazellulare Milieu sezerniert 
werden oder die Zellen permeabilisiert wurden. Bevorzugt wird das erfindungsgemaGe Verfahren mit gereinigten Enzy- 
men oder, soweit keine unerwunschten Nebenaktivitaten vorhanden sind, mit Rohextrakten durchgefiihrt. 
[0045] Die fur die Quervernetzung der Proteine benotigten Enzymmengen bwz. -aktivitaten lassen sich in herkomm- 

55 licher Weise in dem Fachmann bekannter Art durch einfache Vorversuche bestimmen. Ublicherweise werden die 
Enzyme in einer Menge zugesetzt, daG 20 bis 100 % der quervernetzbaren Gruppen beispielsweise der Lysinreste im 
Protein vernetzt werden. Vorteilhafterweise werden 0,001 bis 1000 Units Enzym pro Gramm Protein, vorzugsweise 
0,01 bis 100 Units Enzym pro Gramm Protein, besonders bevorzugt 0,1 bis 10 Units pro Gramm Protein zugesetzt. 
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[0046] Die Wirkstoffzubereitungen konnen einen oder mehrere Wirkstoffe enthalten, wobei unterschiedliche Wirk- 
stoffklassen wie Vitamine oder Garotinoide oder mehrere Wirkstoffe einer Wirkstoffklasse beispielsweise mehrere ver- 
schiedene Carotinoide oder Vitamine oder deren Mischungen in den Zubereitungen enthalten sein konnen. 
[0047] Die Wirkstoffe in den Zubereitungen konnen von einer oder mehreren Schichten umgeben sein. Diese Schich- 
5 ten konnen aus einer oder mehreren erf indungsgemaB quervernetzten Proteinschichten oder aus einer oder mehreren 
erfindungsgemaG quervernetzten Proteinschichten und mindestens einer chemisch quervernetzten Proteinschicht 
und/oder weiteren Schichten aus naturlichen oder kunstlichen Polymeren bestehen. Die nach dem erfindungsgemaBen 
Verfahren quervernetzten Proteine konnen auch Teile mindestens einer den oder die Wirkstoffe umgebenden Schicht 
sein. 

10 [0048] Unter naturlichen und/oder kunstlichen Polymeren sind prinzipiell alle Polymere denkbar, die fur die Formulie- 
rung von Wirkstoffen geeignet sind. Als naturlichen Proteine seihen beispielsweise Polymere wie Guar Gum, Alginate, 
Carrageenan, Pektine oder Polymere auf Basis von Mannose und/oder Galaktose genannt. Als kunstliche Proteine sei- 
nen beispielsweise Polymere auf Basis von Acrylsaure, Methacrylsaure, Acrylaten, Methacylaten oder Mischungen aus 
diesen Monomeren wie beispielsweise Eudragit L30D-55 (Methacrylsaure : Ethylacrylat, 1 : 1) oder Eudragit S 

15 (Methacrylsaure Methylmethacrylat, 1 2). Auch andere Monomere konnen in den Polymeren enthalten sein beipiels- 
weise Monomere, die eine positive Ladung mitbringen wie Trimethlyammonioethylmethacrylat, Polylysin oder Polyallyl- 
amin. Je nach verwendetem Polymer oder Polymergemisch lassen sich mit Hilfe der erfindungsgemaBen Schichten 
herstellen, die es vorteilhaft ermoglichen den oder die Wirkstoffe so zu formulieren, daB sie gezielt am Wirkort freige- 
setzt werden konnen. So lassen sich Schichten erzeugen die beispielsweise Magensaft resistent sind, die sich im Darm 

20 auf losen, die sich gezielt im Magen auflosen, die durch das Pansenmileu nicht aufgelost werden oder die bei Verbrin- 
gung in den Korper den Wirkstoff erst nach einiger Zeit freigeben. In Futter- oder Nahrungsmitteln kann der Wirkstoff 
so formuliert werden, das er erst nach Aufnahme der Wirkstoffzubereitung in den Korper freigesetzt wird. 
[0049] Vorteilhaft wird der Wirkstoff oder die Wirkstoffe von einer oder mehreren uber das erfindungsgemaBe Verfah- 
ren quervernetzten Proteinschichten umgeben. 

25 [0050] Die die Wirkstoffzubereitungen enthaltenen Emulsionen werden vorteilhaft unter Verwendung von hydropho- 
ben Trennmitteln wie hydrophobe Kieselsaure, naturliche Starke, wie z.B. Maisstarke, hydrophobierte Starkederivate, 
wie z.B. hydrophobierte Maisstarke, Salzen von langkettigen Fettsauren oder Gemischen aus diesen Stoffen verspruht. 
Das Trennmittel kann aber auch in der Spruhkammer z.B. als hydrophobe Kieselsaurepartikel in Luft oder Inertgas (z.B. 
Stickstoff) vorgelegt werden. AnschlieBend erfolgt die Trocknung der verspruhten Partikel gegebenenfalls nach Abtren- 

30 nung der Trennmittel, gegebenenfalls unter leichter Erwarmung bis 80°C, bevorzugt bis 60°C, besonders bevorzugt bei 
Raumtemperatur, durch Behandlung in einem Luft- oder Schutzgasstrom. 

[0051] Zusatzlich zu den obli gator ischen Bestandteilen werden der Dispersion mit Vorteil noch andere, bei der Her- 
stellung von Wirkstofftrockenpulvern ubliche Verbindungen, zugefijgt. 

35 
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Abbildung 2: Reaktion der Lysinreste mit Allysin zur Schiff'schen Base und weitere Reaktion zu Lysinonorleucin, 
Desmosin und Isodesmosin 
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[0053] Von besonderer Bedeutung fur einen Einsatz der Trockenpulver als Futtermittelzusatz ist bei oxidationsemp- 
findlichen Wirkstcffen ein Zusatz von Antioxidantien, wie Ethoxyquin, butyliertes Hydroxytoluol (BHT), butyliertes 
Hydroxyanisol (BHA) oder Tocopherol, sowie Stabilisatoren, wie Ascorbylpalmitat, Mono- und Diglyceride, Ester von 
Monoglyceriden mit Essigsaure, Zitronensaure, Milchsaure, Diacetylweinsaure, Polyglycerinfettsaureester, Sorbitan- 
5 fettsaureester, Propylenglykolfettsaureester, Stearoyl-2-Lactylat, Phosphorsaure oder Phytinsaure und deren Alkali- 
oder Erdalkalisalze, oder aber Komplexbildner, wie Ethyl endiamintetraessigsaure (EDTA) oder Nitrilotriessigsaure 
(NTA). 

[0054] Haufig werden der Emulsion aber auch Feuchthaltemittel, wie Glycerin, Sorbitol, Polyvinylpyrrolidon oder 
Polyethylenglykole oder auch zusatzliche Emulgatoren, wie Lecithin, zugefugt. 
10 [0055] Daruberhinaus haben sich Zusatze wie Kohlenhydrate wie Zucker, Starke oder Starkederivate insbesondere 
Maisstarke oder Maltodextrin oder Dickungsmittel, wie Gummiarabicum, Guargummi, Traganth, AgarAgar, Carrage- 
enan, Locust-Bean-Gum, Alginate, Pektine, Xanthan, Curdlan und bestimmte abgebaute Starken zur Einstellung der 
Viskositat der Emulsion als nutzlich erwiesen. 

[0056] Beziiglich naherer Details uber Bedeutung, Art und Menge solcher Zusatze verweisen wir auf entsprechende 
15 Fachliteratur, beispielsweise auf die obengenannte Monographie "Fat-soluble Vitamins", Vol. 9, insbesondere Seiten 
128 bis 133. 

[0057] Durch diese Zusatze werden die Wirkstoffzubereitungen vorteilhaft stabilisiert und an die besonderen Darrei- 
chungsbedingungen angepaBt. 

[0058] Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens geht man beispielsweise so vor, daf3 man zur Herstel- 
20 lung der die Wirkstoffe enthaltenden Dispersion Gelatine in heil3em Wasser (von 50 bis 70°C) zur Losung bringt, zu die- 
ser Losung die Zucker, die Aminoverbindungen, die Vitamine und/oder Carotinoide, Stabilisatoren und die anderen 
ublichen Zusatzstoffe sowie ggf. noch zusatzlich Wasser addiert und das Ganze durch kraftiges Riihren bei erhdhter 
Temperatur dispergiert. Fur die im letzten Verarbeitungsschritt erfolgende enzymatische Vernetzung des Pulvers sollte 
die fertige Dispersion in einem pH-Bereich von 4 bis 10 vorliegen, welcher durch Zugabe von Basen, wie NaOH, KOH, 
25 Ca(OH) 2 , MgO, Soda oder NH 4 OH oder durch Zugabe von basisch reagierenden Salzen wie Natriumacetat oder 
Na 2 HP0 4 eingestellt werden kann. Die so hergestellte Dispersion kann nach ublichen Methoden in ein trockenes Pul- 
ver uberfuhrt werden beispielsweise durch Spruhtrocknung, Spruhgranulation oder sonstige iibliche Trocknungsmetho- 
den. 

[0059] Weitere Ausfuhrungsformen des erfindungsgemaBen Verfahrens sind beispielsweise die Verwendung der 

30 enzymatischen Quervernetzung bei den unterschiedlichen Mikronisierungsverfahren. 

[0060] In EP-B-0 055 193 wird beispielsweise ein Verfahren zur Herstellung von sehr feinverteilten freiflieBenden Pul- 
vern der Carotinoide beschrieben, wobei das Carotinoid in einem fluchtigen, mit Wasser mischbaren organischem 
Losungsmittel bei Temperaturen zwischen 50°C und 200°C, gegebenenfalls unter erhohtem Druck, innerhalb einer Zeit 
von weniger als 10 Sekunden gelost wird und anschlieBend die so erhaltene molekulardisperse Losung sofbrt durch 

35 schnelles Mischen mit einer waBrigen Losung eines quellbaren Kolloids bei Temperaturen zwischen 0°C und 50°C der 
Wirkstoff in kolloiddisperser Form ausfallt. Die Dispersion wird anschlieBend vom Losungsmittel und dem Dispergier- 
medium in ublicher Weise befreit. Als quellbare Kolloide werden Proteine verwendet. Diese konnen durch Zugabe der 
oben genannten Enzyme im erfindungsgemaBen Verfahren quervernetzt werden. Vorteilhafterweise werden die 
Enzyme der waBrigen Mikronisatlosung vor dem Trocknungsschritt zugesetzt, damit geniigend reaklive Gruppen fur 

40 die Vernetzung hergestellt werden, bevor die Trocknung erfolgt. Weitere Angaben zum Verlahren sind EP-B-0 065 193 
zu entnehmen. 

[0061] EP-B-0 410 236 beschreibt ein weiteres Verfahren zur Herstellung einer kolloid-dispersen Carotinoidprapara- 
tion, wobei eine Suspension eines Carotinoides in einem hochsiedenden Oel wahrend einer Zeitdauer von hochstens 
30 Sekunden mit uberhitztem Wasserdampf in Kontakt gebracht wird. Anstelledes Oels fur das Losen der Carotinoide 

45 konnen auch organische Losungsmittel wie Chloroform, Methylenchlorid, Tetrachlorkohlenstoff oder Trichlorethylen 
verwendet werden (siehe DE/OS 1211911). AnschlieBend wird das erhaltene Gemisch mit einer waBrigen Losung 
eines Schutzkolloids emulgiert und die Emulsion danach verspruht und getrocknet. Auch hier werden als Schutzkollo- 
ide Proteine verwendet, die im erfindungsgemaBen Verfahren uber die Zugabe der genannten Enzyme vor dem Vermi- 
schen und Verspruhen quervernetzt werden konnen. Weitere Angaben zum Verfahren sind EP-B-0 410 236 zu 

so entnehmen. 

[0062] EP-B-0 498 824 beschreibt ein zusatzliches vorteilhaftes Verfahren zur Herstellung von mikrodispersen Wirk- 
stoffzubereitungen. Dabei wird als Wirkstoff ein Carotinoid in Gegenwart eines Schutzkolloides beispielsweise eines 
Proteins wie Gelatine gemahlen und die gebildete Suspension anschlieBend getrocknet. 

[0063] Durch Zusatz der im erfindungsgemaBen Verfahren verwendeten Enzyme lassen sich die Proteine vorteilhaft 
55 vernetzen und die Wirkstoffzubereitung stabilisieren. Nahre Angaben zum Herstellverfahren sind der genannten 
Patentschrift und WO 94/1941 1 zu entnehmen. 

[0064] Die anschlieBende Weiterverarbeitung der Dispersion zu den erfindungsgemaBen Pulvern kann nach alien 
literaturbekannten Verfahren ertolgen. 
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[0065] Wegen der gewunschten Kornverteilung der Pulver (0,1 bis 0,6 mm Durchmesser) werden solche Verfahren 
bevorzugt, bei denen Vorkehrungen getroffen werden, daB die gelierten Tropfchen der Dispersion voneinander getrennt 
bleiben, bis sich ihre Form stabilisiert hat. 

[0066] Genannt seien beispielsweisedas Verfahren gemaB EP-B 1-74050, bei dem die Dispersion in hydrophobe Kie- 
5 selsaure Oder ein Metallsalz einer hoheren Fettsaure verspruht wird Oder aber das Verfahren gemaB EP-B1 285 682, 
bei dem die Dispersion in Starkepulver verspruht wird. Es hat sich erwiesen, daB insbesondere bei Verfahren, die fur 
Zubereitungen mit Gelatine-Gehalten unter 35 Gew.-% eingesetzt werden, die Verspruhung mit hydrophobierten Kie- 
selsauren als Pudermittel besonders vorteilhaftdurchfuhrbar ist. 

[0067] Die nach den beschriebenen Verfahren erzeugten Pulver besitzen nach dem Trocknen einen Wassergehalt 
w von weniger als 1 0 %, normalerweise weniger als 6 %. Die so erhaltenen pulverformigen Praparate bestehen aus Teil- 
chen mit gut ausgebildeter Oberf lache. Sie Ibsen sich in warmem Wasser von ca. 40°C rasch zu einer milchigen Disper- 
sion. 

[0068] Die erfindungsgemaBen Wirkstoffzubereitungen eignen sich vorteilhaft zur Herstellung pharmazeutischer 
Zubereitungen, sowie zur Herstellung von Lebensmittel und Futtermittel. 

15 

Beispiele 
Beispiel 1 

20 Herstellung der Lysyloxidase mit Pichia pastoris - Lu 583 -. 
[0069] Der Stamm wurde auf YM-Agar kultiviert: 



25 



3g/l 


Malt Extract 


Difco 


5g/l 


Pepton 


Difco 


3 g/l 


Yeast Extract 


Difco 


20 g/l 


Agar 


Difco 



[0070] Die Platten wurden bei 28°C fur 48 h bebrutet und sind danach bei 45°C fur mindestens 4 Wochen haltbar. 
35 Vorkultur und Fermentationsmedium: 
[0071] 

10 g/l Glucose (30 min. bei 121°C autoklavieren) 

40 

separat ansetzen und 30 min bei 121 °C autoklavieren: 

0.2 g/l Magnesiumsulfat x 7 H 2 0 
3.0 g/l Kaliumdihydrogenpohsphat 
45 0.2 ml/l Salzlosung nach Vishniac & Santer Rezeptur der Salzlosung. Nach Vishniac & Santer* 

separat ansetzen und sterilfiltrieren: 

1 0 ml/1 Vitaminlosung nach Lodder Rezeptur der Vitaminldsung nach Lodder** 

50 

[0072] Die Mediumsbestandteile werden nach der Sterilisation vereinigt. 

50 g/l Titriplexlll 
22 g/l Zinksulfatx7H 2 0 
55 5.54 g/l Calciumchlorid 
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40 



5.06 g/l Manganchlorid x 4 H 2 0 

4.99 g/l Eisensulfat x 7 H 2 0 

1 . 1 g/l Ammoniumheptamolybdat x 4 H 2 0 

1.57 g/l Kupfersulfat x 5 H 2 0 

1.61 g/l Cobaltchloridx6H 2 0 

mit KOH auf pH 6.0 einstellen 



20 jutg/l 


Biotin 


ro 20 000 |Lig/l 


Ca-pantothenat 


2[ig/l 


Folsaure 


10 000 jitgyi 


Inositol 


200 fig/I 


p-Aminobezoesaure 


400 [ig/l 


Niacin (Nicotinsaure) 


75 400 |Lig/l 


Pyridoxinhydrochlorid 


200 |ng/l 


Riboflavin 


400 ng/l 


Thiaminhydrochlorid 


Vorkultur: 





20 

[0073] Fur einen 10 I Fermenter wurden 2 x 250 ml Vorkultur (= VK) im 1 I Erlenmeyerkolben (= EMK) mit jeweils 3- 
4 Platinosen Lu 583 beimpft und 24 h bei 28°C und 200 Upm inkubiert. 

Hauptkultur: 

25 

[0074] Ansatz im 10 I Infors Fermenter mit folgenden Bedingungen: 

Temperatur 28°C 
Beluftung 5 lAnin. uber Ringbegasung 

30 Drehzahl 400 Upm. 

Fermenterbestuckung 3 * Standardruhrblatter sowie eingebaute Wellenbrecher 

[0075] Vor dem Start der Fermentation wurde durch die Zugabe von 50%iger (V/V) n-Butylaminlosung in Wasser der 
pH auf ca. 7.0 eingestellt. AnschlieBend wurde der Fermenter mit 2 x 250 ml Vorkultur beimptt. Die Fermentationsdauer 
35 betrug etwa 28-30 h. Der Zeitpunkt des Fermentationsende wurde uber die Bestimmung der OD bei 600 nm festgelegt. 
Die OD 600 der Fermenterproben wurde dabei gegen Luft gemessen und sollte bei 0.9-1 .0 liegen. Bei hoherer OD 
nimmt die Aktivitat des Enzyms schnell ab. 



Aufarbeitung: 

[0076] Der Fermenterinhalt wurde in einer Hereaus Cryofuge 8000 bei 45°C und 5000 Upm (entspricht ca. 9500 x g) 
20 min. zentrifugiert. Die gesamte Biofeuchtmasse wurde in 250 ml 50 mM Kaliumphosphatpuffer gewaschen und 
erneut zentrifugiert. Die Zellmasse kann bei -15°C im Tiefkuhlschrank gelagert werden. 

45 ZellaufschluG und Messung der Lysyloxidase 

[0077] Die Biofeuchtmasse (100 ml) wurde mit 100 ml Glasperlen (Durchmesser 0,5 mm) in der Kugelmuhle unter 
Eiskuhlung 30 Minuten bei 5 000 Umdrehungen pro Minute zerkleinert. Das Homogenat wurde uber Gazefiltriert und 
dann fur 1 0 Minuten bei 1 0 000 rpm und 4 Grad Celsius zentrifugiert. Die Aktivitat des Uberstandes wurde durch einen 
so HPLC-Test ermittelt. Die Lysyloxidase wandelt Benzylamin in Benzaldehyd urn (Detektion bei 250 nm). Die Menge an 
entstandenem Benzaldehyd wurde uber eine Eichkurve ermittelt. 

Laufbedingungen: 

55 [0078] 

Puffer A: Wasser, 0,1%TFA 
Puffer B: Acetonitril, 0,1 % TFA 
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0 Minuten 40 % B 
6 Minuten 70 % B 
6,1 Minuten 100%B 
6,5 Minuten 100%B 
5 FluG 1 ml/min 

6,5 - 9 min zuruck auf 40% B, FluB 1 ,5 ml/min 

[0079] Die Lysyloxidase enthaltenden Uberstande von 7 x 10 I Fermentern wurden gesammelt und vereinigt. Es 
ergab sich eine Aktivitat von 125,5 U/l in 1 ,8 1. 

10 

Beispiel 2 

Markierung der Gelatine mit Fluoreszenzfarbstoffen und Quervernetzung der Gelatine durch die Lysyloxidase 

15 [0080] Gelatine (10 g) wurde in 50 mM Natriumboratpuffer pH 9,0 gelost. Der pH wurde kontrolliert und mit 0,5 M 
NaHC0 3 nachgestellt. Die Fluoreszenzfarbstoffe Cy-5 Oder Bodipy 630/650-X, SE) wurden in 5 ml DMSO (= Dimethyl- 
sulfoxid) gelost und in einem Gewichtsverhaltnis von 1 100 den Proteinen zugesetzt. Wahrend 16 Stunden bei Raum- 
temperatur reagierten die Succinimidylester der Farbstoffe mit den freien Aminogruppen der Proteine. Die 
Reaktionsansatze wurden dann 5 mal gegen groGe Volumina 20 mM Natriumphosphatpuffer mit 0,01 % Azid dialysiert 

20 und bei -20 Grad Celsius als 1%ige Proteinlosung gelagert. 

[0081] In einem 4 1 Ruhrkolben wurden in 1800 ml einer Lbsung, bestehend aus vereinigten uberstanden von Lysy- 
loxidase-Fermentationslosungen (ZH 29303/5; 125,5 U/l) bei 40°C 454 g Gelatine A 100 Bloom durch Riihren in 
Lbsung gebracht. Dazu wurde mit Bodipy dotierte Gelatine (siehe oben) gegeben. Der gesamte Ansatz wurde 48 h bei 
40°C geruhrt, wobei der Kolben nicht geschlossen wurde, urn einen dauernden Luftzutritt und damit den Zutritt von 

25 Sauerstoff zu ermoglichen. 

[0082] Es wurden aus der Lbsung in den angegebenen zeitlichen Abstanden Proben a 300 g entnommen: 

Probe 1 : sofort nach Beginn des Versuchs 
Probe2:nach2Std. 
30 Probe 3: nach 5 Std. 
Probe 4: nach 24 Std. 
Probe 5: nach 29 Std. 
Probe 6: nach 48 Std. 

35 [0083] Die Proben wurden wie folgt aufgearbeitet: 

a) 200 g wurden mit einer Einstoffduse direkt in eine Wolke aus hydrophobierter Kieselsaure (Sipernat D 17) zu 
Partikeln von ca. 200 \im Durchmesser verspriiht. Das erhaltene feuchte Produkt wurde geteilt; eine Halfte wurde 
bei Raumtemperatur und die andere bei 80°C jeweils auf einer Nutsche im Luftstrom getrocknet. 

40 

b) Die restlichen 100 g wurden nach Zusatz von Vitamin A, Isosweet und Maisstarke nach Einemulgierung der Ol- 
Phase mit einem Ultraturrax-Gerat in gleicher Weise verspruht und durch Trocknung des Spruhprodukles bei 
Raumtemperatur in ein Trockenpulver umgewandelt. Diese Produkte hatten etwa folgende Zusammensetzung: 

45 25 % Vitamin A-Acetat stab, mit Ethoxyquin und BHT 

30% Gelatine A 100 Bloom 
25 % Maisstarke 
15 % Isosweet 

Rest: Wasser + Sipernat D 17 + Reste aus Fermentationsruckstand 

50 

Beispiel 3 

Messung der Quervernetzung durch Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (= FCS) 

55 [0084] Die FCS ist eine Methode, die auf der Anzahlfluktuations-Spektroskopie beruht. Mit der FCS kbnnen Diffusi- 
onskoeffizienten und Anzahlkonzentrationen f luoreszierender Molekule in hochverdunnter Lbsung gemessen werden. 
Die Figuren 1 und 2 zeigen den Aufbau einer FCS-Apparatur und ihr Funktionsprinzip. Dabei wird ein Laserstrahl uber 
ein Mikroskopobjektiv in ein sehr kleines Volumen einer flussigen Probe fokussiert und die darin angeregte Fluoreszenz 
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gemessen. 

Figur 1 zeigt eine FCS Apparatus Der fokussierte Laserstrahl und die konfokalen Blenden definieren ein sehr Wei- 
nes Beobachtungsvolumen (das konfokale Volumen) in der Probe. Die zeitlichen Schwankungen der Fluoreszenz 
5 ausdiesem Volumen werden mit einem Korrelator analysiert. 

Figur 2: Anzahlf luktuationen im Beobachtungsvolumen fiihren zu Fluktuationen des FCS-Signals l(t). Aus der Auto- 
korrelationsfunktion G(t) des FCS-Signals konnen die mittlere Verweilzeit i (= mittlere Zeit fur die Diffusion eines 
Teilchens durch das Beobachtungsvolumen) und die Zahl der Molekule N im MeBvolumen abgelesen werden. t ist 
10 direkt proportional zur GroGe der fluoreszierenden Molekule. 

[0085] Das Volumen ist dabei so klein, daB sich darin im Mittel nur wenige Teilchen befinden. Die Teilchenzahl im 
Volumen schwankt durch Diffusion standig urn einen mittleren Wert N. Damitschwanktauch die Fluoreszenzintensitat 
l(t) urn einen mittleren Wert Im. Aus den Schwankungen der Fluoreszenz lassen sich die Diffusionszeit i (proportional 
15 zur MolekulgroRe) und die Anzahlkonzentration der fluoreszierenden Molekule berechnet (siehe Figur 1). 

Bestimmung der Molekulargewichte durch Gel-Permeations-Chromatographie (GPC) 

[00B6] Die Bestimmung der Molekulargewichtsverteilung (MGV) erfolgte mittels GPC. Die wichtigsten Versuchspara- 
20 meter: 

Saule: TSK Gel, 4000 SWXL, 250 • 4 mm 

Laufmittel: 0,01 M NaH2P04, 0,1 M Na2S04, 1 % SDS 
pH: 5,3 
25 Temperatur: 30°C 
FluB: 0,5 ml/min 

Detektion: UV-Spektrometer, 220 nm 

[0087] Zur Probenvorbereitung wurden jeweils ca. 0,5 g Substanz in 1 00 ml Laufmittel fur 1 5 min bei T = 60°C geruhrt. 

30 Die so erhaltene trube Losung wurde durch einen 0,2 \im Filter tiltriert und anschlieftend in die Probenschleife des 
GPC-Gerates injiziert (ca. 20 jlI). Nicht wasserldsliche Gelatine Bestandteile konnten nicht detektiert werden. 
[0088] Als direkte MeGgroGe erhielt man bei dieser Methode das Intensitatssignal des Detektors (MaR fur die Kon- 
zentration) als Funktion der Elutionszeit. Bei der GPC wurden die Molekule nach ihrem hydrodynamischen Radius rH 
getrennt. Molekule mit groBem rH werden dabei schneller eluiert als Molekule mit kl einem rH. 

35 [0089] Uber eine Kalibrierung mit Standard -Polymer en (hier: Pullulstandards) konnte aus den Elutionsdiagrammen 
MGV berechnet werden [siehe M.D. Lechner, K. Gehrke und E.H. Nordmeier, in: "Makromolekulare Chemie", Kapitel 
4. 3. 6.1. , Birkhauser Verlag (1996)]. Zwischen der Elutionszeit tE und der Molmasse M der Pullulstandards gilt in erster 
Naherung folgende Proportionalitat: 

40 t E «log(M) (1) 

[0090] Exakter lassen sich bei einer Auftragung von t E vs. log(M) die Daten jedoch mit einem Polynom dritten Grades 
beschreiben. Aus der Inversen dieses Polynoms konnen aus den Gelatine-Elutionszeiten Gelatine-Molekulargewichte 
berechnet werden. Die so erhaltenen Molekulargewichte sind somit keine absoluten Gelatine-Molekulargewichte (wie 

45 sie z.B. aus der LS erhalten werden konnen), sondern lediglich relative Molekulargewichte (bezogen auf die hier ver- 
wendeten Standards). Weiterhin ist zu beachten, da6 aufgrund der zur Verfugung stehenden Pullulstandards die 
Elugramme nur im Bereich von 12 min < t < 25 min (= 10 3 g/mol < MG < 10 7 g/mol) sinnvoll in die entsprechenden 
Molekulargewichte umgerechnet werden konnen. Annahernd [siehe Gleichung (1)] ist bei einer halblogarithmischen 
Auftragung (t E vs. log(M)> die Flache unter der Kurve der untersuchten Substanzmenge proportional. Die Elutionsdia- 

50 gramme wurden auf gleiche Gesamtflachen normiert, so da (3 die Flachen unter den Kurven -und somit die jeweiligen 
Substanzmengen- direkt miteinander verglichen werden konnten. 

[0091] Folgende Beobachtungen wurden gemacht: Mit zunehmender Dauer der Inkubation der markierten Gelatine 
mit der unmarkierten Gelatine und der Lysyloxidase wurde der Wert t (proportional zur MdekulgroRe) bei Messungen 
durch die FCS immer kleiner und gleichzeitig nahm die Intensitat (l.kcps) der Fluoreszenz ab (Tabelle 1 , Figur 3). 
55 [0092] Weiterhin wurde in der GPC mit zunehmender Inkubationszeit eine Abnahme der hochmolekuaren Gelatine- 
Anteile beobachtet (Tabelle 2, Figur 4). 

[0093] Durch die Inkubation der Gelatine mit Lysyloxidase wurde die Gelatine vernetzt. Diese vernetzten Anteile 
konnten in Wasser nicht mehr vollstandig gelost werden, sondern lagen als gequollene Gelpartikel vor. Bei der FCS- 
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und GPC-Probenpraparation wurden diese Partikel durch Zentrifugation oder Filtration abgetrennt und konnten nicht 
mehr detektiert werden. 

[0094] Mit zunehmender Inkubationszeit der Gelatine verschwanden bevorzugt die hochmolekularen Gelatine-Anteile 
aus dem Elugramm. Dies bedeutet, daG gerade die hochmolekularen Gelatine Anteile uberproportional von der Vernet- 

5 zung betroffen sind. Aus statistischen Grunden ist dieses Verhalten durchaus sinnvoll. Daruberhinaus konnte aber auch 
eine molekulargewichtsabhangige Verteilung der Lysingruppen fur diesen Befund mit verantwortlich sein. 
[0095] Die Abnahme von t durch FCS-Messungen ist als Abnahme des Molekulargewichts zu interpretieren und 
konnte durch Gel-PermeationsChromatographie direkt gezeigt werden. Die Abnahme der Intensitat ist auf die 
Abnahme der Anzahl f luoreszenter Teilchen im Uberstand der ruckgelosten Praparate zuruckzufuhren. Durch Querver- 

10 netzung wurden groGe Gelatinemolekule mit hoherer Wahrscheinlichkeit betroffen als Heine Molekule. AuOerdem kon- 
nen kleine Molekule das durch die Wirkung der Lysyloxidase entstandene Netzwerk besser verlassen als unvernetzte, 
groBe Gelatinemolekule, die im unloslichen Teil zuruckbleiben. 

[0096] Damit konnte gezeigt werden, da 3 durch die Lysyloxidase eine fur eine Querver netzung ausreichende Zahl 
von Allysinen und spater Schiff'sche Basen gebildet werden. 

15 

Beispiel 4 

Nachweis der Quervernetzung durch einen schnellen, parallelisierbaren Test in Mikrotiterplatten 

20 [0097] Gelatine wurde mit 1 mM/l N-Hydroxysuccinimid aktiviertem Biotin bei pH 8,4 in einem Boratpuffer markiert 
und anschlieBend gegen einen 20 mM Phosphatpuffer pH 7,4 mehrfach dialysiert. Die Fahigkeit der so modifizierten 
Gelatine, Avidin oder Streptavidin zu binden, konnte in Vorversuchen gezeigt werden. 10 und 100 mg/ml Gelatine bin- 
den nach Biotin-Modifikation an die mit Avidin modifizierte Oberflache eines Biacore-Sensorchips. Nicht modifizierte 
Gelatine wurde nicht an diese Oberflache gebunden. 

25 

Testprinzip und Durchfuhrung 

[0098] Gelatine wurde an die Oberflache von Mikrotiterplatten adsorbiert. Danach wurde Biotin-markierte Gelatine 
und die quervernetzende Substanz/Enzym zugefugt. Adsorbierte Gelatine wurde mit biotinylierter Gelatine vernetzt. 
30 Nach einem intensiven Waschschritt wurde die Biotinylierung durch einen StreptavidinPeroxidase-Komplex nachgewie- 
sen. 

[0099] 0,4 ml einer 1%igen Gelatinelosung in 0,1 M NaHC03, pH 9,2 wurde fur 3 Stunden bei Raumtemperatur an 
NUNC MaxiSorp Elisaplatten adsorbiert. Danach wurde dreimal mit PBS, 0,05 % Tween 20 Losung gewaschen. 
[0100] Danach wurde biotinylierte Gelatine und in verschiedenen Konzentrationen Quervernetzer zugegeben. Dies 
35 wurde in einem PBS Puffer mit 5 mM DTT und 0,1 % Tween 20 durchgefuhrt. Die Mikrotiterplatten wurden anschlie- 
Bend fur verschiedene Zeiten bei verschiedenen Temperaturen inkubiert. Danach wurden die Platte 6 mal gewaschen, 
urn nicht-umgesetztes Material zu entfernen. 

[0101] Zum Nachweis wurde Streptavidin-Peroxidase der Firma Boehringer 1 :10 000 in PBS, 0,1 % Tween 20 ver- 
dunnt und 1 ml pro Well zugegeben. Es wurde erneut 30 Minuten bei Raumtemperatur (ca. 23°C) inkubiert. Nach 
40 einem weiteren Waschschritt wurden 0,015 ml Reaktionsgemisch (0,1 ml 42 mM Tetramethylbenzidin in DMSO, 10 ml 
0,1 M Natriumacetat, pH 4,9 mit Zitronensaure eingestellt) zugegeben. Es bildete sich eine blaue FarblOsung im Laufe 
der Reaktion. DieReaktion wurde nach 5 Minuten mit 0,1 ml 2 M Schwefelsaure gestoppt. Die blaue Farbe wurde dabei 
gelb. AnschlieBend erfolgte die Messung der Absorption bei 450 nm. 

45 Beispiel 5 

Reinigung der Lysyloxidase 

Homogenisation 

50 

[0102] Die Zellen von Pichia pastoris (ca 18 ml) wurden nach Lagerung bei -20 Grad C aufgetaut und mit Puffer A ( 
20 mM Natriumphosphat, 1 mM Ethanolamin, pH 7,0 auf 50 ml verdiinnt. Es wurden 50 ml Glasperlen, Durchmesser 
0,5 mm, zugegeben und 30 Minuten bei 5000 LV min unter Kuhlung durch Eis homogenisiert. Das Homogenat wurde 
uber Gaze filtriert. Das Filtrat wurde 10 Minuten bei 8000 rpm und 4 Grad C zentrifugiert. 

55 

lonenaustauschchromatographie 

[0103] Der Uberstand wurde mit NaOH auf pH 7,0 erneut eingestellt und auf eine Q-Sepharose aufgetragen (Q- 
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Sepharose Fast Flow, Pharmacia, Durchmesser 5 cm, Hohe 13 cm, Volumen 250 ml). Nach dem Auftrag (Leitfahigkeit 
0,7 mS/cm, 540 ml) wurde mit 600 ml Puffer A gewaschen. Die Saule wurde mit einem linearem Gradient von 1 I Puffer 
A und 1 1 Puffer B (wie Puffer A mit 1 M NaCI) eluiert. Die aktiven Fraktionen wurden gesammelt. 

5 Molekularsiebchromatographie 

[0104] Die Wertfraktion wurde nach Konzentrierung uber einen 10 kDa Omega Filter auf einer praparativen Super- 
dex-Saule (Pharmacia, Durchmesser 2,6 cm, Lange 60 cm Volumen 320 ml) in 20 mM Natriumphosphatpuffer, 150 mM 
NaCI, 1 mM Ethanolamin, pH 7,5 getrennt. Flu 6 3 ml/Minute. Die aktiven Fraktionen wurden gesammelt. 

10 

lonenaustauschchromatographie 

[0105] Die Wertfraktion der Molekularsiebchromatographie wurde erneut durch Chromatographic an einer Mono-Q 
Saule gereinigt (Pharmacia, HR5/5). Der Gradient wurde aus Puffer A und Puffer B erzeugt. FluGgeschwindigkeit 1 
15 ml/Minute, 100 Fraktionen zuje 1 ml. Die Lysyloxidase eluiertealsaktivesHauptprotein. Das Protein hatte im SDS-Gel 
unter reduzierenden Bedingungen ein Molekulargewichtvon ca 121 000 Da. 
[0106] Folgende Sequenzen wurden erhalten: 

Aminoterminale Sequenz 

20 

G(S)(C)Q(C)KTNEKVNIEAPKPNI(C)DT(L)(S) 
Sequenzen, die Peptiden des Proteins entsprechen, die nach einem Verdau mit Trypsin erhalten wurden: 

25 EYP(C)APGVVYNTK 

GGTYST VTQNPTLN R 

DYNIMPGGGXVHR 

ATGGTYSTVXAQN 

APETENNAR 
30 GPL(P)VNE(E)TTIEPLSFYNT 

IYELSLQELIAEYGSDDPNNQHTFYSDI 

DNVDDLSCTIIQR 

VAPETENCAR 

NVDVEYPCAPGVVYNTK 
35 GYPNAEY(S)LDF/ER 



Tabelle 1 



40 



45 



50 



55 



Manuelle Messungen 










Ifd Nr. 


Zeit 


Sek. 


Beta 


N 


Tau,fis 


l.kcps 
















66 


Oh 


61348 


0,190 


5,3 


456,2 


220,9 


67 




61414 


0,204 


4,9 


452,9 


211,3 


68 




61480 


0,210 


4,8 


441,6 


206,4 


69 


Oh 


61562 


0,172 


5,8 


455,8 


240,3 


70 




61628 


0,180 


5,6 


450,3 


230,1 


71 




61696 


0,186 


5,4 


456,5 


226,6 


72 


2h 


61780 


0,262 


3,8 


469,2 


164,0 


73 




61846 


0,282 


3,5 


468,4 


155,3 


74 




61912 


0,288 


3,5 


463,0 


152,2 


75 


2h 


62074 


0,314 


3,2 


477,0 


139,7 
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Tabelle 1 (fortgesetzt) 



5 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Manuelle Messungen 










Ifd Nr. 


Zeit 


Sek. 


Beta 


N 


Tau,[is 


l.kcps 


76 




62140 


0,335 


3,0 


474,6 


133,8 


77 




62206 


0,338 


3,0 


469,6 


129,1 


78 


24h 


62354 


0,295 


3,4 


345,2 


153,4 


79 




62420 


0,309 


3,2 


358,3 


147,8 


80 




62486 


0,315 


3,2 


346,9 


145,6 


81 


24h 


62588 


0,281 


3,6 


361,3 


159,1 


82 




62654 


0,288 


3,5 


353,1 


153,8 


83 




62720 


0,292 


3,4 


358,0 


153,3 


84 


29h 


62840 


0,324 


3,1 


337,0 


138,8 


85 




62906 


0,335 


3,0 


339,7 


133,1 


86 




62972 


0,340 


2,9 


338,0 


131,7 


87 


29h 


63124 


0,294 


3,4 


356,0 


151,6 


88 




63190 


0,314 


3,2 


347,4 


141,9 


89 




63256 


0,325 


3,1 


345,1 


139,5 


90 


48h 


63334 


0,559 


1,8 


288,2 


84,7 


91 




63400 


0,574 


1,7 


292,5 


83,6 


92 




63466 


0,570 


1,8 


288,1 


83,9 


93 


48h 


63544 


0,441 


2,3 


292,8 


104,4 


94 




63610 


0,458 


2,2 


299,6 


102,1 


95 




63676 


0,460 


2,2 


296,5 


100,2 
















96 


Bodipy 


63750 


4,292 


0,2 


99,5 


9,5 


97 




63816 


4,669 


0,2 


98,5 


8,9 


98 




63882 


4,582 


0,2 


102,1 


8,8 



40 



Tabelle 2 



45 



50 



Zeit 


Probenbezeichnung 


Mn [g/mol] 


Mw [g/mol] 


Polyd. (D) 












Oh 


63/192-1 


35000 


149000 


4,26 


2h 


63/192-2 


35000 


145000 


4,13 


24 h 


63/192-4 


21000 


39000 


1,86 


29 h 


63/192-5 


20000 


35000 


1,76 


48 h 


63/192-6 


17000 


28000 


1,66 



55 

PatentansprOche 

1 . Verfahren zur Herstellung von Wirkstoffzubereitungen, in denen ein Oder mehrere Wirkstoffe von mindestens einer 
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Schicht umgeben sind, dadurch gekennzeichnet, daG mindestens eine der den oder die Wirkstoffe umgebenden 
Schichten oder Teile dieser Schichten aus einem Protein bestehen, das mit einem Enzym ausgewahlt aus der 
Gruppeder Lipoxygenases Proteindisulfidisomerasen, Phenoloxidasen und Peroxidases Lysyloxidasen, Protein- 
disulfidreduktasen, Tyrosinoxidasen oder Sulfhydryloxidasen quervernetzt wurde. 

5 

2. Verfahren zur Herstellung von Wirkstoffzubereitungen nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daG der oder die 
Wirkstoffe oder ein oder mehrere mit mindestens einer Schicht umgebende Wirkstoffe in Losung mit vernetzbarem 
Protein und Enzym zur Beschichtung gemischt wird, wobei das Gewichtsverhaltnis zwischen Wirkstoff und Protein 
zwischen 1 zu 100 und 5 zu 1 liegt. 

10 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daG als Wirkstoff Vitamine, Enzyme, Lebensmittelzu- 
satzstoffe oder Futtermittelzusatzstoffe verwendet werden. 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daG der Wirkstoff hydrophob ist. 

15 

5. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daG ein vernetzbares Protein ausgewahlt aus 
der Gruppe Gelatine, Kasein, Sojaprotein, Weizenprotein, Maisprotein oder Kollagen verwendet wird. 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daG ein aus Mikroorganismen gewonnenes 
20 Enzym verwendet wird. 

7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daG die Quervernetzung mit dem Enzym Lysy- 
loxidase durchgeluhrt wird. 

25 8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daG man mindestens einen Wirkstoff mit einer 
waGrigen Losung aus vernetzbarem Protein und Enzym durchmischt und verspruht. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daG in einer mit hydrophober Kieselsaure, Maisstarke oder 
hydrophobierte Maisstarke beladenen Atmosphare verspruht wird. 

30 

10. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daG die Wirkstoffzubereitung bis zu einer Rest- 
feuchte unter 10 Gew.-% getrocknet wird. 

11. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daG die Temperatur bei der Herstellung der 
35 Wirkstoffzubereitung im Wesentlichen unter 80°C gehalten wird. 

12. Wirkstoffzubereitung erhaltlich nach einem Verfahren gemaG den Anspruchen 1 bis 11. 

13. Wirkstoffzubereitung enthaltend mindestens eine einen oder mehrere Wirkstoffe umgebende Schicht oder Teile 
40 einer Schicht aus einem Protein, das mit einem Enzym ausgewahlt aus der Gruppe der Lipoxygenases Proteindi- 
sulfidisomerasen, Phenoloxidasen und Peroxidasen, Lysyloxidasen, Proteindisulfidreduktasen, Tyrosinoxidasen 
oder Sulfhydryloxidasen quervernetzt wurde. 

14. Wirkstoffzubereitung nach Anspruch 13, wobei die Wirkstoffe ausgewahlt sind aus der Gruppe: 

45 

Carotinoide 
Xanthophylle 
Vitamin A 
Vitamin E 
so Vitamin D 3 

Vitamin K-, 

15. Wirkstoffzubereitung nach Anspruch 13 oder 14, die den 0,025-fachen bis 4-fachen Gewichtsanteil beziiglich Wirk- 
stoff an Trennmittel oder Trennmittelgemischen enthalt. 

55 

16. Wirkstoffzubereitung nach den Anspruchen 13 bis 15, wobei der Wirkstoffgehalt in der Wirkstoffzubereitung zwi- 
schen 1 bis 75 Gew.-% liegt. 
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1 7. Ein isoliertes Protein, das mindestens eine der folgenden Aminosauresequenzen enthalt 

G(S)(C)Q(C)KTNEKVNIEAPKPNI(C)DT(L)(S) 

EYP(C)APGVVYNTK 

GGTYSTVTQNPTLNR 

DYNIMPGGGXVHR 

ATGGTYSTVXAQN 

APETENNAR 

GPL(P)VNE(E)TTIEPLSFYNT 

IYELSLQELIAEYGSDDPNNQHTFYSDI 

DNVDDLSCTIIQR 

VAPETENCAR 

NVDVEYPCAPGVVYNTK 

GYPNAEY(S)LDF/ER 

und das die e-Aminogruppen des Lysins zu Aldehydgruppen oxidieren kann. 

18. Verwendung eines Enzyms ausgewahlt aus der Gruppe der Lipoxygenasen, Proteindisulfidisomerasen, Phenol- 
oxidasen und Peroxidasen, Lysyloxidasen, Proteindisulfidreduktasen, Tyrosinoxidasen oder Sulfhydryloxidasen zur 
Formulierung von Wirkstoffzubereitungen. 

19. Lebensmittel oder Futtermittel, enthaltend eine Wirkstoffzubereitung nach den Anspriichen 13 bis 16. 

20. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine Wirkstoff-zubereitung nach den Anspruchen 13 bis 16. 
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FIG.2 
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FIG.3 
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FIG.4 
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